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摘要 : 以 阳性 叭 菌 体 克隆 为 模板 ,通过 PCR 扩 增 出 目的 基因 片段 并 克隆 入 了 载体 ,经 测序 证 实 为 美洲 大 里 Periplaneta americana. 
变 应 原 Cr PI 后 ,将 该 基因 亚 克 隆 入 表达 载体 pGEX-5X-1。 美 洲 大 丹 变 应 原 Cr PI 在 大 肠 杆菌 中 得 到 高 效 表 达 , 但 主要 以 包涵 
体形 式 存在 于 沉淀 中 。 目 的 明 白 溶 于 6 moV/L HRIH A FEE A TE Je, Z$ Glutathione Sepharose™ 4B RM H, 纯度 达 90% 以 
上 。 以 昱 螂 过 敏 病 人 血清 进行 免疫 印迹 检测 ,结果 显示 重组 变 应 原 具 有 良好 的 IgE 结合 活性 。 
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Abstract: Using the Cr PI clone from the AEXcell library as a template: the cDNA fragments were first generated by PCR 


techniques and then ligated into T vector. After being confirmed by DNA sequencing: the cDNA encoding the American 


cockroach Cr PI allergen was subcloned into pGEX-5X-1 and expressed as GST-fusion protein in the form of inclusion 


bodies. After being dissolved in 6 mol/L guanidine hydrochloride and renatured with a simple dilution method» the 


proteins of target were purified to above 90% purity by affinity chromatography with Glutathione Sepharose 4B. Tested 


with sera from subjects allergic to cockroach» the recombinant allergen was shown to possess good IgE-binding activity as 


determined by Westem blotting. 
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变态 反应 性 疾病 (过 敏 性 疾病 ) 是 一 种 临床 上 的 
常见 病 和 多 发 病 ,并 有 逐年 增多 的 趋势 , 因此 越 来 越 
受到 世界 各 国 卫 生 组 织 的 关注 。 暗 螂 与 变态 反应 性 
疾病 (如 外 源 性 哮喘 等 ) 有 密切 关系 (Arrudqa et al.» 
1995). BEBE AE hv Ig Be US I ULP P^ ERTE IgE 抗 
体 , 导致 哮喘 及 其 他 过 敏 性 疾病 CBermton and. Brown: 
1964; Arruda and Chapman, 2001)。 近 年 来 ,国外 对 德 
JE Blattella germanica. FUR VW EK WR. Periplaneta 
americana, FX RE Es] ya [i , ze 3 30 2 ETT TYPE 
2t CArruda et al.» 1995; Wu et al.» 1995), (EH X 
MARE EB WEB. USPESECIQ00D AERE 





VIL BT B 8 se Iz Fa HERO. f Fa PE 15] REAR R AJ 8 e 
刘志刚 等 (2001, 2002 27] H ht ER SE Jp A IE A P I 
特异 性 IgE ARMARIK HR. cDNA 文库 筛选 出 多 个 
阳性 克隆 ,经 BLAST 同 源 性 分 析 发 现 其 中 之 一 与 美 
HAKR Cr PI 基因 有 高 度 的 同 源 性 。 

目前 丹 螂 变态 反应 性 疾病 的 临床 诊断 及 特异 性 
免疫 治疗 是 用 未 经 标准 化 的 虹 螂 全 忠 粗 浸 液 抗原 ， 
但 天 然 变 应 原 粗 温 液 存在 较 多 不 足 之 处 (Nelson et 
al.» 19962. 因此 利用 基因 重组 技术 制备 出 具有 活性 
的 变 应 原 无 颖 具有 重要 价值 。 本 研究 虽 在 通过 基因 
工程 的 方法 表达 、 纯 化 出 具有 LE 结合 活性 的 美洲 
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KE I Jg. Cr PT. A RRR I E E RAA RU E A — 
步 的 实验 研究 提供 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 菌株 和 质粒 : 大 肠 杆 菌 JM109 和 BI21 为 本 
实验 室 保 存 菌株 ;PUCm-T 载体 购 自 上 海 生 工 生 物 工 
程 技 术 服 务 有 限 公司 ; pGEX-5X-1 为 Phamacia 公司 
产品 。 

1.1.2 主要 试剂 : 限制 性 内 切 酶 EcoR IFI Not l, 
Glutathione Sepharose 4B 为 法 玛 西 亚 公 司 产品 ; T4 
DNA 连接 酶 和 Taq DNA 聚合 酶 为 Promega 公司 产 
m; DNA 片段 胶 回 收 试 剂 盒 和 硝酸 纤维 素 膜 为 
Millpore 公司 产品 :生物 素 标记 的 抗 人 IgE 抗体 , HRP 
标记 的 链 霍 亲 和 素 购 自 KPL 公司 。 

1.1.3 血清 标本 : 血清 取 自 深圳 市 第 一 人 民 医 院 
和 广州 医学 院 第 二 附属 医院 变态 反应 科 。 临 床上 选 
择 对 贬 螂 皮 试 阳性 的 过 敏 性 哮喘 和 过 敏 性 瞄 炎 患者 
30 例 ,所 有 患者 无 传染 病史 、 数 检 虫 卵 为 阴性 ,静脉 
采血 5 mL. 分 离 血 清 , 选用 法 玛 西 亚 CAP. 变 应 原 自 
动 检测 系统 或 MAST 变 应 原 检测 系统 , c ne RE 
异性 反应 阳性 达 2 级 或 2 级 以 上 的 患者 血清 ,分 装 
后 低温 保存 。 

1.2 方法 

1.2.1 含 Cr PI 基因 表达 质粒 的 构建 ; DA BA PER RT 
体 元 隆 为 模板 ,T7, SP6 为 引物 , 通过 PCR 扩 增 出 目 
的 DNA 片段 , 克隆 入 TT 载体 经 测序 证 实 为 Cr PI 后 ， 
提取 质粒 作 Not T 和 EcoR T 双 酶 切 ,暴露 出 基因 片 
段 两 端的 Not [ 和 EcoR I fü. 与 同样 经 过 NorI 
和 EcoR 工 双 酶 切 的 pGEX-5X-1 表达 载体 ,在 T4 
DNA 连接 酶 作用 下 16% 连 接 过 夜 。 挑 取 可 疑 重组 
质粒 进行 双 酶 切 鉴定 及 测序 验证 。 

1.2.2. 小 规模 融合 筷 白 CST-Cr PI 的 表达 及 可 溶性 
分 析 : 将 重组 质粒 pGEX-5X-1/Cr PI 先 转 化 克隆 菌 
Fk JM109. 再 转化 表达 菌株 BL21。 挑 单 菌 落 接 种 于 
含 100 mg/L S&F EFE RE] LB 液 中 , 摇 菌 过 夜 ,次 日 
按 2% 的 接种 量 转 接 新 鲜 LB 液 ,37% 240 r/min $E A 
至 0Dww 为 0.6. 加 PTG 终 浓 度 为 1 mmol/L. 把 转速 
WE 160 r/min 继续 培养 ,分 别 在 诱导 后 1 h、2 h、3 
h.4 h.5 h 和 过 夜 取 1 mL 菌 液 ,4% ACRE, 沉 
WEST 50 uL 1 x PBS, 取 10 uL 与 等 量 2 x SDS- 
PAGE 上 样 缓冲 液 混 合 ,煮沸 3 min. 取 8 uL 上 样 进 
行 SDS-PAGE 电泳 来 检测 表达 情况 。 在 上 述 表达 产 











物 中 ,加 入 溶菌 酶 至 终 浓 度 为 0.5 g/L 室温 放置 30 
min 并 反复 冻 融 数 次 后 , 加 DNase I Z £&3& RE 79 20 
mg/L» 室温 放置 30 mins. 至 不 粘 为 止 , 12 000 x g 离心 
20 min; 分 别 取 上 清和 沉淀 进行 SDS-PAGE。 

1.2.3 重组 融合 蛋白 的 复 性 : 将 20 mL 过 夜 重组 子 
转 接 于 1000 mL 新 鲜 LB 液 中 , 经 IPTG 诱导 $h 后 
超声 波 破 菌 。 沉 淀 经 1% Triton X-100 和 2 mol/L 尿 
素 充 分 洗涤 后 , 洲 于 6 molL RBIF. A BSA 为 
标准 , 用 Bradford 法 测定 其 香 和 白 浓 度 并 用 包 遂 体 溶 
解 液 调整 浓度 至 S g/L。 将 制备 好 的 包涵 体 缓慢 滴 
入 剧烈 搅拌 并 冰 浴 冷却 的 复 性 液 中 (1 x PBS pH 
7.3.1 mmol/L PMSF, 5 mmol/L DTT, 5 mmol/L EDTA, 
0.5 mol/L 精 氨 酸 , 1 mmol/L GSH: 0.2 mmol/L GSSG2 
4 亿 静 置 过 夜 ,采用 分 步 透析 的 方法 , 逐步 去 除 精 毛 
酸 , 然 后 用 固态 PEG20000 对 透析 袋 内 复 性 液 进行 浓 
缩 。 

1.2.4 重组 融合 符 白 的 纯化 : 取 复 性 蛋白 与 
Glutathione Sepharose 4B 以 200:1 的 比例 混合 ,4% 轻 
摇 1 h,500xg 4CAÙÒ 5 min, 去 上 清 , 用 10 倍 体积 
冰 预 冷 x PBS 洗涤 3 遍 , 用 等 体积 还 原型 谷 胱 甘 肽 
(10 mmol/L GSH，50 mmol/L Tris-HCl pH 8.0) 进 行 洗 
脱 ,25% 轻 摇 30 min. 4C 500 x g 离心 S min. RE 
清 ,重复 洗 脱 4 遍 , 取 10 uL 上 清 进行 SDS-PAGE 分 
析 。 

1.2.5 重组 和 绰 白 的 免疫 印迹 鉴定 : 表达 产物 经 
10% SDS-PAGE 电 沪 分离 ,然后 将 和 蛋白质 电 转 移 到 
硝酸 纤维 素 膜 ,用 含 20 g/L 小 牛 血清 蛋白 的 TBST 
37% 封 团 2 h; 洗 后 与 1:5 FRE RI ii SE f A BH HE 
血清 LCRA, IAA TBST 稀释 (1:1 000) 
生物 素 标记 的 抗 人 IgE DUPRS 3770 ES 1 bh; 洗 后 ,加 
入 经 TBST 稀释 (1:1 0000 8] HRP Frid 858882 28 A 
337 EB 1h: 经 充分 洗涤 后 ， 将 膜 片 放 入 新 鲜 
配制 的 二 氨基 联 茶 胺 《DAB ) 底 物 溶液 中 ,于 室温 振 
摇 至 神色 区 带 充 分 显现 , 膜 放 重 蒸 水 中 洗涤 ,终止 显 
色 反 应 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 pGEX-5X-I/Cr PI 融合 表达 质粒 的 构建 

通过 PCR 技术 成 功 扩 增 出 预期 长 度 的 片段 (图 
D. 克隆 入 T 载 体 测 序 证 实 为 Cr PI。 亚 克隆 入 
pGEX-5X-1 表达 载体 后 , 挑 取 可 疑 重组 菌 提 取 质 粒 ， 
经 Not | 和 EcoRT 双 酶 切 监 定 含有 Cr PI 基因 片段 
(图 20. 并 经 测序 证 实 读 框 完全 正确 。 
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图 1 Cr PEAN PCR 扩 增 结果 
Fig. 1 Identification of PCR products of Cr PI 
gene by agarose gel electrophoresis 
1. 标准 分 子 量 Molecular weight marker: 
2. Cr PI PCR 产物 PCR products of Cr PI. 





图 2 重组 表达 质粒 pGEX-SX-1/Cc PI IIE H E SE 
Fig. 2 Restriction enzymes digestion analysis 
of recombinant plasmid pGEX-5X-1/Cr PI 
1. 标准 分 子 量 Molecular weight marker: 2. pGEX-5X-1/Cr PI: 
3-5. 双 酶 切 后 的 重组 质粒 Ep RI and Næ T 
cleavage of pGEX-5X-1/Cr PI. 


2.2 MEEA GST-Cr PI 的 诱导 表达 
表达 产物 经 10% SDS-PAGE 电泳 , 考 马 斯 亮 蓝 
染色 结果 显示 在 66 kD 和 97 kD 之 间 出 现 明 显 表 达 
带 , 并 随 诱导 时 间 延 长 ,融合 蛋白 量 有 加 大 趋势 (图 
3)。 表 达 产 物 的 可 溶性 分 析 表 明 融 全 蛋白 主 要 以 包 
涵 体 形式 存在 于 沉淀 中 (图 4D. 
2.3 融合 蛋白 的 变 复 性 与 亲 和 层 析 纯 化 
诱导 物 沉淀 经 Triton X-100 及 2 mol/L R RYE? 
后 ,去 除了 大 量 杂 蛋白 ,目的 蛋白 的 纯度 近 70%。 
由 于 融合 蛋白 带 有 GST 标签 , 故 可 用 Glutathione 
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Sepharose 4B 胶 对 融合 蛋白 进行 条 和 层 析 纯化 ; 经 
VILBER LOURMAT 公司 的 BIO-ID 的 纯度 分 析 软 件 
分 析 , 目的 蛋白 的 纯度 达 90% 以 上 (图 5)。 
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图 3 表达 堆 白 的 动力 学 分 析 
Fig. 3 Kinetic test of expression of target protein 
1. & pGEX-Cr PL 重组 质粒 BL21 菌 诱 民 前 BL21/pGEX-Cr PI 
before induction: 2. Ê pGEX-5X-1 质粒 BL 菌 诱导 后 3h 
BI21/pGEX-5X-1 induced after 3 h: 3 ~7. È pGEX-Cr PI 
重组 质粒 BL21 菌 诱导 后 2h.3h.4h 和 5h 及 过 夜 
BL21/pGEX-Cr PI induced after 2 hs 3 h; 4h; 5 h and 
ovemight; 8. 标准 分 子 且 Molecular weight marker. 
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4 RERAMA iT 
Fig. 4 10% SDS-PAGE analysis of the distribution of 
the expressed fusion protein in cellular fraction 
1. 分子量 标准 Molecular weight marker: 2. BL21/pGEX-Cr PI 诱导 前 
BL21/pGEX-Cr PI before induction: 3. 请 导 菌 破 菌 后 上 清 Soluble 
fractions of induced BL21/pGEX-Cr PI; 4. 15 S E iE Ea IWE 
Insoluble fractions of induced BL21/pGEX-Cr PI. 


2.4 ”融合 蛋白 免疫 印迹 检测 

Westem 印迹 结果 显示 融合 蛋白 在 80 kD 左右 
处 显 阳性 结果 ,而 经 诱导 的 空 质粒 菌 则 没有 (图 6)， 
可 见 表达 的 目的 蛋白 能 被 暗 晴 过 敏 病人 血清 特异 性 
lgE 所 识别 ,而 26GST 则 不 能 。 
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5 重组 变 应 原 的 亲 和 层 析 纯 化 结果 
Fig. 5 10% SDS-PAGE analysis of GST-Cr PI purification 
1. 分 子 量 标准 Molecular weight marker; 2. IPTG 诱导 前 样品 
Sample before IPTG induction; 3. IPTG 诱导 后 样品 Sample after 
IPTG induction; 4. 纯化 的 融合 蛋白 Purified GST-Cr PI. 
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图 6 重组 变 应 原 的 免疫 印迹 结果 
Fig. 6 Western blot analysis of pGEX-Cr PI 
expression products in E. coli 
1. 预 染 蛋白 质 标准 Prestained protein marker; 2 ~ 3. 重组 菌 诱导 后 
印迹 结果 BL21/ pGEX-Cr PI after IPTG induction; 4. 空 质粒 菌 
诱导 后 印迹 结果 BL21/ pGEX after IPTG induction. 


3 讨论 


为 了 获得 大 量 高 纯度 的 变 应 原 ,我 们 将 Cr PI 基 
因 亚 克隆 入 原核 表达 载体 pGEX-5X-1, 由 于 法 玛 西 
亚 公 司 的 pGEX-SX-1. 表达 载体 (27-4584) 的 多 克隆 
位 点 与 XEXcell Not I / EcoR I /CIP (27-5013 ) 的 定向 
克隆 插入 片段 相 匹配 , 故 经 EcoRT 和 Not 工 双 酶 切 
的 pGEX-5X-1 可 直接 接受 并 表达 经 双 酶 切 来 自 喉 戎 
体 克 隆 的 Cr PI 基因 片段 ,表达 质粒 经 测序 证 实 读 框 
SEA IET. W Cr PI 变 应 原 在 大 肠 杆 菌 中 获得 高 


效 表达 ,但 主要 以 包涵 体形 式 存 在 于 沉淀 中 。 有 学 
者 通过 改善 诱导 条 件 , 使 目的 蛋白 的 可 溶性 提高 
(Nguyen et al., 1996; jin，1999)。 但 在 本 研究 中 ， 
各 种 诱导 条 件 的 优化 (如 表达 菌株 ,诱导 温度 ,诱导 
剂 浓 度 及 诱导 时 间 等 ) 都 未 能 显著 改善 目的 蛋白 的 
可 溶性 。 由 于 Glutathione Sepharose 4B 亲 和 层 析 胶 在 
变性 条 件 下 不 能 与 融合 蛋白 结合 ,因此 有 必要 对 Cr 
PI 包 涵 体 蛋白 进行 复 性 。 包 涵 体 蛋白 的 复 性 是 一 
项 复杂 、 困 难 的 工作 ,需要 寻求 一 种 最 适合 的 方法 
(Muller and Rinas, 1999; Yoshii et al., 2000). TE 
性 蛋白 浓度 约 300 pg/mL 和 精 氨 酸 浓度 0.5 mol/L 的 
条 件 下 ,本 人 研究 采用 稀释 复 性 的 方法 取得 较 好 复 性 
效果 ,在 透析 去 除 精 氮 酸 后 ,几乎 未 见 沉淀 。 另 外 分 
步 透 析 ,使 精 氨 酸 浓度 逐步 下 降 也 是 保证 复 性 成 功 
的 关键 因素 ,这 可 能 与 精 氨 酸 具有 增 大 折 欠 中间 体 
的 溶解 性 而 提高 变性 蛋白 质 的 复 性 率 有 关 ( Buchner 
and Rudolph, 1991)。pGEX 表达 系统 是 目前 广泛 使 
用 的 一 种 融合 表达 体系 , 它 带 有 的 GST 部 分 本 身 的 
免疫 原 性 不 强 ,但 却 可 利用 它 与 Glutathione 
Sepharose" 4B 胶 特异 结合 进行 纯化 。Cr PI 融合 蛋 
日 复 性 后 ,经 一 步 亲 和 层 析 获 得 高 效 纯化 。 

IgE 是 介 导 速 发 型 变态 反应 的 主要 介质 。 变 应 
原 与 结合 在 肥大 细胞 和 嗜 碱 性 粒 细胞 表面 的 特异 性 
IgE ZEK ,使 肥大 细胞 和 嗜 碱 性 粒 细胞 脱 颗 粒 ,释放 
出 诸如 组 胺 \ 白 三 烯 等 生物 活性 介质 ,引起 相应 的 临 
床 症状 (如 过 敏 性 休克 、 过敏 性 鼻炎 和 哮喘 等 )(Kay， 
2001)。 因 此 ,与 IgE 抗体 的 结合 能 力 是 变 应 原 的 重 
要 特征 之 一 , 变 应 原 的 线性 表 位 和 构象 表 位 对 于 IgE 
的 识别 都 是 重要 的 (Wu et al.,，2002)。 本 研究 的 免 
疫 印 迹 结 果 显 示 重 组 Cr PI 变 应 原 具 有 较 好 的 IgE 
结合 活性 。 
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